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•RESUME
Une analyse électrophorétique, immunoélectrophorétique et immunologique
d'extraits de cristallins de Sardinelles a été effectuée afin d'étudier la possi-
bilité d'utiliser ce matériel dans la recherche des différentes races de sardinelles.
L'analyse électrophorétique révèle 10 fractions dont certaines pourraient
donner lieu à un polymorphisme et l'analyse immunoélectrophorétique révèle au moins
sept arcs de précipitation.
ABSTRACT
Electrophoretic, immuno-electrophoretic and immunologie analysis of
Sardinelles eye-lens proteins has been done to know if this materiel would be
favourable for racial research.
Ten fractions have been disclosed by electrophoresis and seven preci-
pitation lines with immunoelectrophoretic analysis.
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l - G E N E R ALI TES
1-1 - Choix du ~~tériel:
Le cristallin occupe une place privilégiée dans l'organisme e~ ses
partictùarités biologiques en font un magériel de choix pour des études bio-
chimiques débouchant sur des problèmes importants de phylogénie, de polymor-
phisme ou de génétique.
Les protéines du cristallin sont synthétisées par un seul type de
~_~lule alors que les protéines du sérum sont sJn1thétisées par des cellules de
~es différents; ces protéines de composition complexe se trouvent en forte
concentration dans le cristallin et le pourcentag~.desproyjin~~_~EJ~bl~sest
élevé (25%). Les pro~éines cristal1iniennes peuvent être réparties en deux
groupes:
1. - Les albuminoides, insolubles
2. Les crystallines, solubles
ces dernières sont classiquement divisées en trois en fonction de leur mobi-
lité électrophorétique: l' 0<. cristallin~, l-a f3 cri.-~'t..al1ine et l'a}-bumine.
Deux autres particularités sont propres ~u cristallin. Tout d'abord
il est inclus dans une capsule fibreuse dense, imFarméable aux grosses molé-
cules et il est nourri par un mécanisme non vasc~~lire par les humeurs 8qUCUSO
et vitrée. Ensuite sa croissance se fait en compressant vers le centre le
matériel ancien pour former le~<?lé~_._~~.~.e.~t.!~_!4?si_}_'_é'y"o}~t_i2.~de sa
composition au cours de la vie.
Du point de vue imnrunologique };~s protéi~es Au__~rista}._~in .sont.§!lti-
géniques, elles constituent une des exceptions (avec les substances du cerveau
et le sperme) à la règle de tolérance d'un organisme à ses propres constituants.
Cette antigénicité marquée permet de préparer un antisérum contre le cristallin
de n'importe quelle espèce de vertébré, cet antisérum donne toujours une réac-
tion de précipitation avec le cristallin de tous les autres vertébrés (1).
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1-2 - Etudes électrophorétiques des protéines du cristallin
Elles ont porté sur les cristallins de l'homme et de divers animaux.
Nous ne citerons ici que les travaux de WIEl'-IE R.J. & K.A!:IINSKl M. (2) sur le
cristallin de boeuf dOr.rnk~t lieu à la séparation de huit fractions en gélose,
et ceux de RABAEY qui, dans sa thèse, met en évidence 16 fractions dans le
cortex et 15 dans le nucléus du cristallin du poisson Scyllium canicula (3).
Des études taxonomiques sur les oiseaux montrent que les fractions ne
sont pas aussi nettes avec l'âge et qu'à l'intérieur d'une même espèce les
électrophorégrammes sont similaires. Chez les poissons et les batraciens une
fraction correspondant probablement à l' cL - cristalline est présente en
faible concentration, les fractions plus lentes sont les plus importantes.
1-3 - Âpplication à l'étude des populations de poissons.
Pour les thons de l'Océan Pacifique, BARRE~T l. ci WILLIAMS A.A. (4)
n'ont pas trouvé de différences controlées génétiquement lors de leur étude
des protéines solubles des cristallins par électrophorèse en gel d'amidon.
Les électrophorégraL1Qes de Thunnus albacares, T.alalunga et T.thynnus sont
similaires; le polymorphisme signalé chez T.albacares par SIIITH (5) nia pas
été confirmé et le polymorphisme constaté chez Sarda chiliensis (Bonito) est
en fait lié à la longueur du poisson, les proportions et la composition des
protéines du cristallin varianf avec l' âge du poisson. GUTlERREZ N. (6) met
en évidence deux bandes seulement par électrophorèse sur papier de protéines
de cristallins de Thunnus thynnus de la côte atlantique sud de l'Espagne.
Pour la morue de l'Atlantique Nord (Canada) ODENSE P.R., LEm~G T.C. &
ALLEN T.:'!. (7) ont observé des différences entre les électrophorégrammes des
protéines du cristallin sans pouvoir fonder d'hypothèse génétique.
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Etant donné le pefit nombre de reCherches effect-uées sur les cristallins de
poisson d'une part et l'int~rêt offert par ce matériel très facile à obtenir d'autre
part, nous avons jugé intéressant d'explorer cette voie par le moyen de l'électro-
phorèse tout d'abord mais aussi en appliquant les méthodes de recherche immunologique:
l'analyse immunoélectrophorétique et la précipitation d'immuncomplexcs antigène-anti-
corps par diffusion double.
Dans ce but nous avons iJmnunisé des lapins pour obtenir des i..rnm.unsérums anti-
crist211in de sardinel1e.
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2 - MATERIEL ETUDIE
2-1 - Les sardinelles:
Les divers renseignements concernant la prove~ance et l'état du poisson
sont résumés dans les trois tableaux ci-après.
Les stades sexuels sont évalués de 2 à 7. Le poids de la gonade est
parfois indiqué en grammes, entre parenthèses. La teneur en graisse varie de
maigre (0) à gras (G) en passant par peu gras (P.G.). Le contenu stomacal est
parfois indiqué de 0 (vide) à 4 (plein).
2-2 - Les extraits de cristallins
Les cristallins prélevés en mer sont conservés en eau physiologique à
la glacière avant d'~tre broyés. Ceux prélevés sur le poisson débarqué sont
conservés congelés à sec ou broyés immédiatement à l'aide d'un mortier dans
huit fois leur volume d1eau distillée puis centrifugés à vitesse maximum
durant 15mn. (environ 3000 t/mn).
Le surnageant seul est utilisé soit pour être injecté à des lapins et
il ost alors additionné de Morseptyl, soit pour les études électrophorétiqucs
et immunologiques. A titro indicat[f notons quo les 84 cristallins des 42
S.eba du 21 mai avaient un volume total de 3,5ml (3,7m1. pour les go cristal-
lins de S.aurita), et los 44 cristallins de S.eba du 12 juin un volume total
de 0,8m.l (1,3ml pour les 50 cristallins de S.aurita:).
Le dosage des protéines des extraits de cristallins par la méthode de
I~HAL donne des résultats comparables pour S.nurita et S.eba. Nous trouvons
7g d'azote par litre soit 43,75g de protéines par litre d'extrait.
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EXTRAITS ESPECES DATE ET LIEUDE CAPTURE PRELEVEllENT
!
! '
!
Pool (analyse)
Pool (nnnlyso)
S. aurita
S. eba
!
17-4-68
"Trois villages"!
!
En mer
(sardinier Bingo)
Pool de 45 individus!
(immunisation)
S. auri tn
!
1
.•..
1 Pool de 42 individus
! (imaw1isation)
S. eba Gr<:md-Bassnn
21-4-68
Au Laboratoire
(poisson fr.ns)
S.a l à S.a 10 S. auri ta
S.e l à S.e 4 . S. eba
Au Laboratoire
(poisson frais)
Au Laboratoire
(poisson frois)
Ghana
mi-juin
Sassnndra
24-7-68
Sassandra
20-7-68
Sassandra
. 23-7-68
! .
Jacqueville
12-6-68
S. aurita
S.eba
S.aurita
S.aurita
S.eba
S. oba
. S~ auri ta
S. a. ronde "r-l1ison Blanchet!! Au Laboratoire
S. a. deni ronde! 25-6-68 !. (poisson frais) !
-----------+------"'---,1-1--------I!---------!
Au Luboratoire !
(poisson congelé)!
------,-----I---------+--------~I-----------!
Au Laboratoire !
(poisson congelé)!
-----------1----------I--------~t__--------!
Au Laboratoire !
(poisson congelé)!
!, !
Pool de 22 individus
(li:n:runisation)
1 Pool de 25 individus
! (irJnunisation)
1
! 'Rl ct R2
! Dl, D2, et D3
!
ï à g6! ~
!
"! S.a. 11 à S.a. 20!
1
! S.a. 21 " S.a. 30a
! S.e. 21 à S.e. 30
Pool (imI:IUnisation)
Pool (ioounisation) S. aurita Sassnndra26-7-68
Au Lnboratoire
(poisscn frais)
S. aurita Ghana4-8-68
Au Laboratoire !
(poisson congelé)!
!
TABLEAU 1: TABLEAU GENERAL DU HATERIEL ETUDIE
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. TABLEAU II: Caractéristiques des Sardinella auri ta étudiées.
1 1 .
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3 - T E. C H N l QUE
,
3-1 ... Analyse électrophorétique:
Les électrophorèses ont été faites en Gel d'Agarose I.B.Fi (Industrie
Biologique Fr~çaise). Le gel est utilisé à une concentration de 1,3,% soit
avoc un t2mpon véronal de pR:8,4 (véronal = 3,32g; véronal sodé = 2l,02g;
lactate de Ca = 3,07g; eau distillée = 3 litres) qui dOIh~e avec le tnm;Gll d~s
bacs un s,ystème discontinu (véronal = 6,9g; véronal sodé = 43,8g; lactate de
Ca = 1,92g et eau distillée = 5 litres); soit avec Wl tampon tris-borique de
pH--8,8 contenant 1,5g dlE.D.T.A. par litre.
Les extraits à étudier sont mélangés volume à volume avec de l'agarose
non tamponné tiède (une température trop élevée cuit l'extrait qui devient
tout blQllc). La migration dure 4 heures à environ 5,> V/cm avec le promer
tampon et 3 heures à environ 7 V/cm avec le second e",; se fa.i t dans un frigi-
daire à + 4Q •
3-2 ~ Analyse Dmmnl0électrophorétique:
L'électrophorèse s'effectue en gel d' Agaro se ::. B. F. préparé comme il
est dit précédemment, soit sur une lame de verre de :'ormat 7,5 x 2,5 cm
(pour microscopie) G,vec 3m1 dlAgarose fondu à 1,5% peT lame, soit sur une
plaque de verre de format 9 x 7 cm. Les réservoirs et la rigole centrale sont
découpés à l'emporte pièce (Apelab). Après inclusion des écl1nl1tillons une
différence de potentiel de 6 volts par cm est appliquée pendont l heu-.re 15mn.
Après l'électrophorèse, la rigole centrale est remplie par lliIDmunsérum
anti cristallin. La diffusion se poursuit dur:mt 24 heures on chn.mbru humide.
Les immuncomplexes ayant précipité, les produits en excès sont éliminés par
lavage à l'eau physiologique pendwlt trois jours.
La coloration est effectuée après lavage à l'eau distillée et séchage
aux rayons infra-rouge. Les immuncomplexes sont colorés au rouge ponceau pen-
dant trois à quatre heures. Les plaques sont ensuite photographiée~0
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3-3 - Identification des fractions:
Des essais d'identification des fractions protéiques des extraits de
cristallins de sardinelles (révélées par l'électrophorèse simple) aux arcs de
précipitation obtenus au cours de la illicroanalyse immunoélectrophorétique ont
été effectués (8).
Après électrophorèse préparative en gel d'agarose et coloration d 1ill1e
bande témoin le gel est découpé perpendiculoirement à l'axe de migration en un
certain nombre de portions. Ces portions sont pilées sommairement après addition
d'eau physiologique, mises à congeler et centrifugée~ après décongélation. Les
surnageants sont utilisés pour l'D1lalyse immunoélechophorétique pratiquée de
la façon suivante: simultanément et sur la même plaql'e on fait migrer lQ
l'extrait total servant de référence 22 le surnageant de la portioll étudiée
32 le mélange des surnageants des autres portions. De cette manière on peut
identifier la fraction étudiée par sa présence en lQ et en 22 et par son
absence en 3Q•
3-4 - Analyse immunologique:
Elle est effectuée par précipitation d'immuncomplexes lors de la diffu-
sion double en gel d'agar d'une solution d'extrait de cristallin et-d'un im-
illunsérum anti cristallin.
L'agar utilisé est le "SPSCIAL AGAR HaBLE" de chez Difco dissous au bain
marie bouillant dans de l' eau physiologique pour obtenir une concentration de
1,5%. Du Nerseptyl de'concentration finale 5~O y est ajouté pour en assurer
la conservation. Trente millilitres d'agar fondu sont versés dQns une boîte de
Petri de 9cm de diamètre pour obtenir une épaisseur d'environ 5mm. Après soli-
dification au frigidaire les réservoirs sont découpés à ll~porte pièce (Apelab).
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On obtient un réservoir centrol entouré de quatre ou six réservoirs distants
de lc~. L'étanchéité du fond de chaque réservoir ost assuréo en y déposnnt une
goutte très chaude d'agar fondu.
Les diverses solutions antigéniques et les llmlunsérums sont déposés
dans les réservoirs. Les boîtes de Petri sont observ(,os durant deux à trois
jours.
Les immuncomplexes précipités sous forme de s".;ries sont relevés sur un
schéma à choque observation pour en suivre l'évolution.
3-5 - Obtention d'immunsérums anti-cristnllin:
~ 1 ri b •
Nous utilisons deux lapins de 6 mois nés à l'nrJUoolerie, ayant déjà
reçu une vaccination préventive de cuni-vaccin (Laboratoires Lissot) et
recevant une nourriture stable (granUlés du comncrce, TJil, guntémala ct
stylosenthès).
3-5-1 - Sérum anti cristallin de S.aurita:
Prewière phnse: injection d'oxtrnits de 90 cristallins de S.nuritn
pêchées le 21 mai 1968 à Grcnd-BD.ss~.
1er jour l ml IV (intrn veineux)
3ème jour l ml IV
6ème jour 1,5 nl IV
8ème jour l ml IV
10ème jour 1,5 ml IV
13ème jour 1,5 ml IV
15ème jour 1,5 rù IV
repos jusqu'au 19èmc jour: prise de song
repos jusqu'nu 23ème jour.
Deuxième phnse: injection d'oxtraits de 25 c~istallins de S. aurita
pêchées 10 12 juin 1968 à Jacqueville.
23ème
27ème
30è~e
jour 2
jour 2
jour 2
ml IV
ml TV
Dl IV
repos jusqu' nu 34èrae jour: prise de sang donnant un preI'lior
irnmmsérun.
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Rappel un mois plus tard avec des extraits de cristallins èe S.aurita pêchées
à Sassandra le 27 juillet 1968.
70ème jour 3 ml IV
repos jusqu'au 78ème jour
prise de Sang donmmt l' immunsérum final
'.'
3-5-2 - ,Sérum 3llti":,,cristallin de S. eba:
Le même protocole est appliqué avec des extr2its de 84 cristallins de S.eba
pêchées le 21ju:Ui:)968 à Grand.-Bassam pour la première phase et 22 cristallins de
S.eba pêchées le 12 juin 1968 à Jacqueville pour la deuxième phase.
Rappels un mois plus tard:nvec des extraits de cristallins de S.eba pêchées à
Sassandra' le 24 juillet 19680
65ème
68ème
70ème
jour 2 ml
jour 2 ml
jour 2 ml
I.P. (intra péritonéal)
S.C. (sous cutané)
I.V.
ropos jusqu'au 78ème jour
prise de sang donnant l'immunsérum final.
lLe mélange des deux immunsérums obtenus n un titre de 2000 par le Ring test •
. "".
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D'EXTRAiTS DE CRisTAllINSELECTROPHOREGRAMMES
.
DE SARDINELLES DU 17 _" _ 1968 .
Agaros. I.B.F.. Tampon de Hirschfeld pH: 8.45. 4h à 5.3 V/cm.
Ces 8 ~illoM ont migrn sur la mprM plaqup chaque pchantiUon "d~form~ .. ~t
. placé à gaucM du·normal ..
PLANCHEI
4 - li E SUL T A T S
4-1 - Analyse électrophorétique
4-1-1 - Avec le tampon de Hirschfeld p&:8,4
Les électrophorégrammes présentent des déformations de migration,
surtout pour les fractions migrant vers la cathode (Planches 1 et II). Un
même échantillon sur la même plaque d'électrophorèse donne deux sortes de
migrations: l'une "normale" au centre de la plaque et l'autre "déformée" sur
les bords de la plaque. En outre le cl~p électrique n'est pas uniforme et
la différence de potentiel subit une chute pouvant atteindre 20 volts d'un
bord de la plaque à l'autre.
Un premier essai d'électrophorèse de mélan[;es de S.8.urita et ~~ba
du 17 avril 1968 nous avait pe~disde séparer deux fractions r~pides, une
fraction lente complexe très importante et deux fractions mi6Tant vers la
catl~de, soit 5 fr~ctions. En améliorant les conditions de migration nous
avons retrouvé les deux fractions rapides 1 et 2 dont seule la seconde est
bien nu:-ro-:-.uée.. La fraction_l:.ep_t...e comp_~xe c_oElprend 3 à 4 fract.:ï-_o,?s principales
(3, 4, 5 sont constantes avec parfois une ·fraction supplémentaire). La fraction
6 a une faible mobilité relative positive et la fraction 7 est ~ déterminée.
Enfin les fractions ruigront vers la cathode sont D.'tl nombre de 3, les deux der-
nières (9 & 10) étant généralemen~ bi~n marquées. Hous concluons donc à la
présence d'~~_moins 10.!ED:.?_tio_Il_8.._s.o}ubles décelables d:ms l'extrait acqueux des
cristallins de sardinelles.
L'étude de l'électrophorégremme de la p13nche 1 ne permet pas de
déceler des différences nettes entre les cristallins de S.auJ:'ita et de S.eba
de taille et de sexe comparables, les migrations n'étp~t pas homogènes.
Il ne semble pas non plus qu'il y ait de variation dans le nombre des
fractions entre les S.aurita de l8cm et celles de 24cm ainsi qu'entre les mâles
et les femelles (planche II).
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ELECTRo.PHOREGRAMME D'EXTRAITS DE CRISTALLINS DE SARDINELLA
ourita du 21_5 _1968
PLAN"CHE II
Le petit nombre de cristallins étudiés et les défauts de migration ne permettent
pas d'éliminer la présence d'un polymorphisme individuel qui pourrait se situer
entre les fractions 3 et 7.
Ce premier résultat quant au nombre de fractions et leur importance
relative nous a paru insuffisant en ce sens que certaine3 fractions n10nt pas de
position fixe par rapport au réservoir (fractions 6, 7 et 8) et que leur corres-
pondance est difficilement réalisable.
Nous avons donc cherché des conditions de migration meilleures qui nous
paraissent être réalisées par l'utilisation d~un tampon de pH=8,8 contenant de
l'E.D.T.A.
4-1-2 - Avec un~'ampon tris-borique de pH=8,8
.....
~Les électrophorégrammes ne présentent aucune déformation, les fractions
sont très bien séparées et occupent des positions constantes aussi bien vers
llanode que vers la cathode. Dix fractions principales sont présentes:
Fraction l. - C'eBt la plus rapide. Elle est de faible importance et sa présence
est constante.
Fraction 2. - Cette fractign est caractérisée par une mieration relative fortement
positive. Sa mobilité est sensiblement égale à celle de l'albumine humaine dans des
conditions identiques; elle est en outre plus grande chez S.eba que chez S.aurita.
Elle est toujours très importante mais subit une altérati9n avec le te~ps pouvant
aller jusqu'à sa disparition totale sur 11électrophorégramme comme cela a été cons-
taté avec des écl~tillons de cristallins de S.aurita du Gl~a conservés un mois et
demi au frigidaire et ayant subi une altération caractérisée par un dégagement
dlH2S et un jaunissement de l'échantillon (planche lU' oG5 + G6 et DI + D2 + D3
planche IV: Gl et G2 ).
Une fracti9n 21 a parfois été détectée: elle est située a mis chemin entre
la fraction 3 et la fraction 2 et est do très faible importance (planche V).
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ELECTROPHOREGRAMME D'EXTRAITS DE CRISTALLINS
DE 5ARDINELLA ourita.
Agarow I.B.F. 1,5·1•. Tampon tri,_borique pH : 8,8 3h à 8 V/cm.
PLANCHE .J[
Fraction 3. - C'est la plus rapide du groupe des fractions lentes. En fait nous
appelons fraction 3 la fraction principale, constante et toujours très importante
rr)
r~l .::
i! :'i
,i 1ef~ R~rfoisdifficilement
,_.....~L: ... l..:J
précédant la fraction 4. Des sous fractions, plus rapides 3a, 3b: et 3c détectées
sur des cristallins de S.auri ta du Ghana (planches IV & V) pou.rraienttraduire:
1J
....
un polymorphisme utile à la déterinination d(;l~ ':races.
Fraction 4. - Toujours très importante, cette fraction
distincte de la fraction 3.
,.- '-" ~' ..• "P."_ ..•• ~ "_.
1; l '.
Fraction ~. - TOUjo~s très nette, très importante el ~ten~~istincte~e lafrac-
tion 4, cette fractianest la plus lente du groupe. Elle poUrrait donner lieu
chez S.eba à un polymorphisme par la fraction 5' trouvée, chez S.eba 25:. (planche IV)
Fractioni6. - De mobilité reiative légèrement négative, cetf'e;fractiod est assez
f: )~<~,!: ... ~:' j; J~ "
importante et constante •
.... r
.,jjh
constatées, avec une exceptioi('pour un échantillon altéré 'de S.eba 27 pour lequel.
la.fraction 8 n'est pas nette alors que la fraction 7 est renforcée (le fraction ~
..
restant présente). (planche IV)
Fraction 9. - Cette fraction est très bien mà.rqu~k et constante.
Fraction 10. - C'est la fraction qui a la plus grande mobilité vers la cathode
elle est toujours bien Ukqrquée.
Elle semble être double chez'; S.eoa 21,25 et 27 (10 et 10') ct s:iJnple
chez S.au.rita (10). (planche IV)
4-1-3 Conclusion:
J.,",
;.ï-
. ' ..• :~: ~'i .
NOtlfr avons constaté que les échantillons devaient être tr2ités le plus
rapidement possible une fois l'extrait effectué car les protéines s'altèrent pour
les échantillons gardés un mOis au fr~idafre à + 4Q• Il vaudrait mi'qux garder
les cristallins à sec au congélateur ~~- 20Q et en faire un extr~it'juste avant
l'~mploio
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ÉLECTROPHORÈGRAMME D'EXTRAiTS DE CRisTALLi~ DE 5ARDÎNELLES
Agarov I.B.F. à 1.5" •. Tampon Tri,_ bot.. ( E.D.T.A) pH:'" ._1h 30 • 1 VIe",.
PLANCHE JI
Cette courte étude préliminaire a permi~: de mettre en évidence
au mo:ins 16 fractions solubles dons l'extrait acq'Leux de cristall:ins de
sardinelles. En outre un espoir possible de mise (n évidence dl un polymor-
phisme existe par l':intermédiaire de certnines fr~ctions (fractions 3 chez
S.aurita et fractions 5 chez S.eba).
Une étude systématique porte~t sur un &rand nombre d'échantillons
sera donc entreprise.
4-2 - Analyse immunoélectrophorétique
L1un des buts de cette analyse est de préciser le nombre de fractions
décelables en f2isnnt :intervenir la précipitation spécifique d'immuncomplexes
antigène - anticorps. L1immunsérum utilisé (voir Techniques), ne contient pas
nécessairement tous les anticorps possibles contre les antigènes :injectés et
les immuncomplexes ne se sont pas nécess~~rement tous formés d2llS les condi-
tions d'expérience. è'est donc ici encore un nombre minimum de fractions que
nous avons décelées. Ce nombre devrnit augmenter en perfectionnant la tech-
nique: obtention de plusieurs immunsérums, byper-liwnunisation, concentration
en anticorps par précipitation au sulfate d'ammonium ou emploi de Rivanol (9).
La localisation immunoélectrophorétique des anticorps anti-cristallin de
sardinelles contenus dans le sérum de lapin ( ,jf1:~N- 2 ) indique quI ils
migrent vers la cathode dans les conditions d'expérience. Ceci doit permet-
tre une concentration ultérieure de llimmunsérum pnr électrophorèse.
Nous avons aussi recherché l'existence d8 différe~ces entre les
cristallins dlune même espèce pour des moments différents de l'année
(avril à juin) pour des lieux différents (du Ghana à Sassandra) et en ce qui
concerne S.aurita entre les "rondes" et le? IIdemi-rondell • Nous avons comparé
entre elles les S.aurita et les S.eba.
,4-2-1 - Avec le tampon de Hirschfeld pH=8:4 (fig.l)
Au niveau des fractions lentes nous avons trouvé 4 arcs de préci-
pitation très nets: les arcs a et b "parnllèles" et ~es arc_~_et d "tangents"
d étant le plus prononcé. Un cinquième arc import1:mt appelé r (pour rnpide)
correspond à la précipitation d'un antigène de mobilité relative importante.
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Cet arc que lIon trouve aussi bien chez S.aurita que chez S.eba est double pour
S.('.urita et S.eba dans le cas dlun mél[;.ngedes deux immunsérums anti-cristullin
et pour un croisement entre les immunserums cet arc est simple dans les deux cas,
Deux autres arcs e et f moins prononcés sont présents le long do la
rigole contenant l'immunsérum et se croisent. Il semble que tout comme pour les
fr~ctions de mobilité cathodique les complexes antigènes anticorps se forment
trop près de la rigole conteIk~t l'immunsérum pour être mis_correctement enévi-
dence (f.l et f. 2). Dans une liftude ultérieure nous modifierons lès condittions de
migration et les proportions antigène-anticorps de façon à détecter ces précipi-
tés. Quelques arcs supplémentaires sont parfois présents: b' "parallèle" à b sur
le pool de S.eba (absent pour le pool de S.aurita); d' "tangent" à d (pour les
.,." -
élIlD.lyses individuelles de Sal, sa6 et Sel); el, petit arc fin au nivenu du réser-
voir (bien net pour Se2, Sal, Sa6).
Nous pouvons donc conclure à la présence d'au moins sept fr~ctions de
pouvoirs antigéniques distincts dans les extrQits de cristall~s de sardinelles.
Ces fractions donnent lieu à la précipitation de sept complexes antigèno-anticorps
en présence de l'iL~ill1sérum de lapin nnti-cristallin de sardinelles.
4-2~2 - Avec le tampon tris-borique pH=8,8 (figure 2)
Nous retrouvons les arcs principaux a, c, d, et r à l'exception de l'arc
b qui n'apparaît ni chez S.aurita ni chez S.eba.
L'arc a montre une deuxième flexure nette au niveau du réservoir indi-
qUk~nt la communauté antigénique de deux fractions de mobilités électrophorétiques
différentes.
Les fractions de migration cathodique là encore n'ont pas été décelées.
Par contre une fraction plus rapide que la fraction r a donné un faible précipité,
près de la rigole contenant l'immunsérum. Il pourraît s'agir de l'arc e déjà
détecté précédemment.
Notons que l'arc r est présent dans l'extrait altéré Dl, D2 qui ne
- -----
présente par ailleurs pas de fraction 2 à l'électrophorèse (voir 4-1-2).
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PLANCHE :m
4-2-3 - Identification des fractions et des arcs de précipitation:
Les arcs de précipitation rendent compte de l'aptitude de certains
antigènes à provoquer des anticorps chez le lapin, et à des pouvoirs antigéniques
différents correspond la formation d'anticorps différents. Les diverses fractions
protéiques séparées par électrophorèse peuvent ~tre ou non antigéniques et lors-
qu'elles le sont elles peuvent provoquer la formation d'une ou plusieurs familles
d'anticorps donnant lieu à un ou plusieurs précipités. Il est donc intéressant
d'identifier les diverses fractions électrophorétiques aux arcs de précipitation
antigène-anticorps. Deux essais ont été effectués:
4-2-3-1 - Première identification:
Après l'électrophorèse préparative 5 bandes ont été découpées. Seules
les bandes III et IV correspondant aux fractions 6 et 7-8 ont permis d'extraire
suffisamment d'anfigène pour donner lieu à des arcs de précipitation.
La fraction 6 contribuerait à la formation de l'arc a ou b et les frac-
tions 7-8 correspondraient à la partie inférieure (vers la cathode) de l'arc d.
4-2-3-2 - Deuxième identification:
La plus grande concenfration en protéines des extraits obtenus par un
découpage plus serré effectué d'après la bande temoin d'une part et l'utilisation
d'un 2è immunsérum de meilleur titre d'autre part, ont permis d'obtenir des résul-
tats plus satisfaisants (planche VI).
La fraction 10 contribuerait à la formation de l'arc f et la fraction 2
à celle des arcs e et r; llarc d serait formé par l'ensemble des fractions 3, 4,
5, 6, 7, 8 et 9, l'arc c par la fraction 4 et l'arc b par la fraction 6. Ll arc a
nIa pu être déterminé.
4-2-3-3 ~ Conclusion:
Plusieurs fractions différenciées électrophorétiquement sont immunolo-
giquement très proches les unes des autres et donnent un m~me précipité. Cette
étude sera ultérieurement approfondie.
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4-3 - Analyse immunologique:
Le but de cette analyse est de préciser les communautés et les
différences antigéniques existant entre les différents extraits de cris-
tallin. En effet les antigènes identiques donnent des précipités coalescents,
les antigènes indépendants des précipités qui se croisent et les antigènes à
réactivité croisée forment un éperon. La planche VII traduit les résultats
obtenus. Au moins 5 précipités ont été détectés par les immunsérums. Le plus
important est le numéro 3 ensuite viennent les précipités 4 et 5 et enfin les
précipités l et 2 qui se dissolvent au bout de 46 heures (très certainement
par excès dtantigène). Tous ces précipités rendent compte d'une communauté
antigénique très nette entre S.eba et S.aurita, "rondes" ou "demi-rondes".
Cependant la vitesse d'apparition des précipités leur intensité et parfois
m3me leur absence permet de pehser qu'il faut persevérer dans cette voie en
améliorant principalement les immunsérums.
Pour S.aurita des variations individuelles semblent exister dans
l'intensité des réactions (Schéma II). Aucune différence n'apparaît pour les
mélanges d'extraits de cristallins de S.aurita des 17 avril, 21 mai et 25
juin, il y a en outre communauté antigénique des 5 précipités observés avec
ceux des S.aurita du Ghana pêchées en juin (Schémas III et IV). Aucune dif-
férence n'a été constatée entre les S.aurita "ronde" et demi-rondes",
(Schémas l et V),
L'absence des précipités 4 et 5 (Schéma III) avec le pool S.eba
(17.4 + 12.6) n'a pu être vérifi~faute d'extraits du 17.4.1968.
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